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Telomere  length  can  be  considered  as  an  indicator  of  an  organism’s  somatic  state,  long  telomeres 
reflecting higher energy  investment  in self‐maintenance. Early‐life  is a period of  intense  investment  in 
somatic  growth  and  in physiological maturation but how  this  is  reflected  in  telomere  length  remains 
unclear. Using European starling chicks we tested: (i) how telomere length measured at asymptotic mass 
is  related  to  proxies  of  somatic  growth  and  physiological maturity  in  17  days‐old  nestlings;  (ii)  how 
telomere  length measured at 17 days  then predicts  the changes  in somatic and physiological maturity 
occurring  in fledglings (between 17‐21 days); (iii) how growth and telomere  length co‐vary when chicks 
are under  experimentally  good  (fed)  growth  conditions. Depending on  environmental  conditions, our 
data  suggest  links  between  somatic  growth,  physiological  maturation,  and  body  maintenance 
parameters  (positive with  oxidative  stress  and  negative with  telomere  length)  in  nestlings.  Telomere 
length measured at day 17 predicted subsequent change in physiological maturation variables observed 
in  fledglings, but only  in second‐brood chicks: chicks with shorter  telomeres had a higher pre‐fledging 
rate  of  increase  in  hematocrit,  haemoglobin  content  and  a  greater  decrease  in  reticulocytes  count. 







Early‐life development  is a critical period for new‐born organisms because  it  is a time during which the 
future functioning of the organism is set‐up to sustain maximized fitness at adulthood (Monaghan, 2008; 
West‐Eberhard, 2003). Regulation of somatic growth  is believed  to be shaped by  life‐history trade‐offs 
through the optimized allocation of available resources to growth and self‐maintenance (Stearns, 1992). 
Thus,  growth  rate  is  subject  to within  species  plasticity  in  relation  to  context‐specific  environmental 
conditions  (Dantzer  et  al.,  2013; Dmitriew,  2011)  and  consequences  for  the  future  organism may  be 
substantial:  e.g.  faster  growth  trades  off  with  individual  lifespan  (Dmitriew,  2011;  Metcalfe  and 
Monaghan, 2003), even when controlling for any confounding effects of resource availability (Lee et al., 
2013).  In  this context, evaluating  the effects of growth  trade‐offs on  the soma has been an  important 
objective for evolutionary biologists (Monaghan and Ozanne, 2018). Rapid growth in mammals and birds 
has been associated with pleiotropic effects of signalling or hormonal pathways involved in both growth 
and ageing  (Flatt and Heyland, 2011), or  to an  imbalance  in oxidative  status  (Monaghan et al., 2009; 
Speakman  et  al., 2015).  For example,  rapid  growth  could  trigger either  a  rise  in oxidative damage or 
reactive oxygen species production (Christensen et al., 2016; Geiger et al., 2012; Rollo et al., 1996), or a 
decrease in antioxidant capacities (Alonso‐Alvarez et al., 2007; Blount et al., 2003).  
  Another marker of ageing that  is a component of mechanisms underlying the cost of growth  is 
telomere erosion: maintenance of telomere length is impaired in fast growing individuals (Geiger et al., 
2012; Pauliny et al., 2015; Tarry‐Adkins et al., 2009; Vedder et al., 2018) or when growth conditions are 
sub‐optimal,  energetically  or  socially  (Nettle  et  al.,  2017;  Nettle  et  al.,  2015;  Reichert  et  al.,  2015). 
Telomeres are repeats of T2AG3 sequences (in vertebrates) protecting the  linear ends of telomeres and 
may  be  considered  as  a  proxy  of  cell maintenance  costs  experienced  over  the  long‐term.  Telomere 







et al., 2017a; Reichert and Stier, 2017),  this predicts a causal  relationship between  the  rate of growth 
and the rate of telomere erosion during development, and thus with life‐history trade‐offs at adulthood 




  Early‐life development  is not restricted to somatic growth (e.g.  increases  in body mass or body 
size)  but  also  involves  a  gain  of  functionality,  via  physiological maturation  processes.  Functional,  or 
physiological, maturation involves more than simple somatic changes and interpreting growth‐telomere 
relationships based on mass alone may lead to incorrect conclusions (Durant et al., 2008). In addition, if 
physiological maturation  is a determinant of  individual  fitness  later  in  life,  it may have evolved  to be 
uncoupled  from most  environmental  influences  to  avoid  pervasive  long‐term  negative  effects.  Such 
canalization phenomenon (i.e. resilience of traits to environmental variations due to robust relationships 
with  fitness  (Waddington, 1942)) has previously been observed  for  feather development  in  free‐living 
jackdaws  (Coloeus  monedula),  (Boonekamp  et  al.,  2017b).  Still,  the  nature  of  trade‐offs  when  the 
canalization  of  developmental maturity  takes  place  needs  to  be  determined. Maturation  of  tissues 
includes the development of physiological traits encompassing aerobic capacity, muscular performance 
or metabolic pathways that are key components of adaptations to adult life (Ricklefs and Starck, 1998). 
Physiological maturation at  fledging  in birds  thus  represents a key  life‐history  transition as chicks shift 
from a mostly non‐active nestling to an active adult life. Complex patterns of somatic and physiological 
maturation have recently been described  in European starlings, Sturnus vulgaris  (Cornell and Williams, 





trajectory,  i.e.  increased oxidative stress (Cornell and Williams, 2017).  Interestingly, such a canalization 
phenomenon has been recently proposed for telomere length in another bird species, the common tern 
(Sterna  hirundo)  (Vedder  et  al.,  2017).  In  this  species,  between‐individual  variance  in  telomere  loss 
during growth was low and not correlated to variance in somatic growth (body mass). This suggests that, 
at  least when  looking at somatic growth, telomere  length  is a cellular trait that needs to be preserved 
perhaps due to  its potential  importance  in defining the adult organism’s fitness (Heidinger et al., 2012; 
Le Vaillant et al., 2015; Salomons et al., 2009).  
  In  the present  study, we analysed  co‐variation between  telomere  length,  somatic growth and 
physiological maturation  at  the  nestling  (day  17)  and/or  fledging  (day  21)  stages  of  development  in 











unaffected by  sub‐optimal  environmental  conditions.  This  could be  achieved  at  a  higher  cost  for  the 
chicks, here evaluated by  the measurement of  the  chicks’ oxidative  status. We  tested  this hypothesis 













pairs each year  (see Cornell and Williams 2017).  In this study we measured telomere  length for a sub‐
sample  of  chicks  used  in  studies  previously  reported  in  Cornell & Williams  (2017)  and  Cornell  et  al. 
(2017).  Specifically,  we  analysed  telomere  length  in  relation  to  somatic  growth  and  physiological 




size at  fledging, BSF,  calculated  from non‐manipulated nests) was 2.5  chicks  in 2013  (n = 75) and 2.9 
chicks  in 2015 (n = 34)  including birds fledging zero chicks; both values were  lower than the  long‐term 
average for our population (3.2 chicks, n = 510). Breeding productivity of successful birds (BSF ≥ 1 chick) 
was 3.5 chicks in 2013 (n = 54) and 4.5 chicks in 2015 (n = 22; long‐term average, 4.3 chicks, n = 380). So, 






as oxidative  damage  (d‐ROMs) measured  concomitantly with  antioxidant  capacity  (OXY). Chicks were 









centrifugation  in  the  laboratory  (3000  g  for  10  min).  Separated  plasma  and  red  blood  cells  were 
immediately frozen (‐ 20°C) until further assays were run.  
  Hematocrit  was measured  as  packed  cell  volume  (PCV)  divided  by  total  volume with  digital 
calipers (± 0.01 mm) following centrifugation of whole blood for 3 min at 13,000 g (Microspin 24; Vulcon 
Technologies, Grandview, MO, USA). 
  Hemoglobin  concentration  (g.dl−1 whole blood) was measured using  the  cyanomethemoglobin 
method  (Drabkin and Austin, 1932) modified  for use with a microplate  spectrophotometer using 5  μl 
whole  blood  diluted  in  1.25  ml  Drabkin’s  reagent  (D5941;  SigmaAldrich  Canada,  Oakville,  Ontario, 
Canada)  with  absorbance  measured  at  540  nm.  Intra‐assay  CV%  was  0.7%,  based  on  duplicate 
measurements  and  inter‐assay  CV%  was  1.6%.  Reticulocytes  (%  immature  red  blood  cells)  were 


















were weighed  at  the  end  of  each  day  (after  supplementation)  to monitor  body mass  and  fed  chicks 
received  supplemental  food  twice  a day with  the daily  total  amount of  food per day  (summing both 




















GGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT‐3’;  Tel2b:  5’  –GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACC 
CT‐3’;  RAG1‐F:  5’  –  TGCAAAGAGATTTCGATATGATG‐3’;  RAG1‐R:  5’  –  TCACTGACATCTCCCATTCC‐3’. 
Amplification of telomere sequences was done using the following temperatures: 2 min at 95°C, followed 
by 30  cycles of: 15  seconds at 95°C, 30  seconds at 58°C and 30  seconds at 72°C. RAG1  amplification 
thermal profile was 2 min at 95°C, followed by 40 cycles of 15 sec at 95°C, 30 sec at 56°C and 1 min at 
72°C.  All  qPCR  runs  encompass  a  dilution  curve  (40  ng  to  1.25  ng)  to  calculate  each  plate’s  qPCR 
efficiencies,  two  negative  control  wells  (to  check  for  non‐specific  amplification  due  to  water 
contamination) and were ended by a melting curve (to check for single peak amplification and primer‐
dimer artefact). qPCR amplifying efficiencies varied from 94 to 109 % for RAG1 and from 99 to 104 % for 
telomeres  (an  efficiency  of  100 %  corresponded  to  a  doubling  of DNA  at  each  cycle).  Samples were 
randomly  assigned  over  the  plates  and  assayed  in  duplicates  and  each  plate  contained  4  different 

























(n=59,  30  controls  (10  from  1st  brood)  and  29  fed  chicks  (14  from  1st  brood)),  to  assess  how  our 
supplemental‐feeding experiment affected growth patterns and telomere length. These chicks originated 
from 28 nests, and pairs of  fed/control chicks were present  in 21 nests. We checked  for brood effects 
since, in our population: (i) the incidence of second clutches is relatively high (~40% of the females) but 
(ii) chicks from 2nd clutches are generally of lower quality. Double‐brooding is  independent of timing of 
breeding and    female  individual quality, but second broods   have    lower  rates of success  (Cornell and 
Williams, 2016). Sex, brood size at day 17 and brood number (1st or 2nd) were always  included as fixed 
factors, with  their  interactions  and with  PC  axes  or  telomere  length  in  all models.  The  final models 
presented in the tables were selected on the basis of the lowest Akaike information criterion (AIC) value 








ratio)  to  reach  normality.  Plots were  generated  using  ggplot2  (Wickham,  2016)  and  sjPlot  (Lüdecke, 
2017). P < 0.05 was considered as significant.  
General growth patterns and telomere length in starlings 
Analyses of  variation  in  growth was done based on  a  sub‐sample  (i.e.  individuals  for which  telomere 
lengths  were  measured)  of  a  data  set  previously  analysed  by  Cornell  et  al  (Cornell  et  al.,  2017). 














between oxidative damage and  telomere dynamics, we  tested  the  significance of an oxidative  cost of 
growth using another mixed model (random factor: nest ID), with the chick’s oxidative status (PCA2) as a 







the  fledging changes  in physiological / somatic maturation  (PCA3 and 4),  i.e. changes between day 17 
and day 21 (fledging day). To do so, we used 2 mixed models with PCA3 and PCA4 as response variables. 
For each model, year, brood, brood size and sex were  included as explanatory variables  in addition  to 


















(i)  in nestlings at day 17  (body mass,  tarsus  length, oxidative damage  (dRoms) and antioxidant  (OXY) 
plasmatic  levels,  and  reticulocytes  count,  hematocrit  and  hemoglobin  content)  and  (ii)  in  fledglings 
between day 17 and day 21  (changes  in body mass, wing  length,  reticulocytes  count, hematocrit and 
hemoglobin content).  







(χ²(21)  =  151.1,  P  <  0.001).  Individual  PCA  1  and  2  scores were  subsequently  used  as  somatic  and 
physiological maturation index (PCA1) and oxidative stress index (PCA2). 




was  positively  loaded with  body mass  loss  between  day  17  and  day  21  (0.549,  P  =  4.7  x  10‐09)  and 







somatic  and physiological maturation  axis  (PCA1),  a positive  value  reflecting  an  advanced maturation 
status of chicks; (ii) an oxidative stress axis (PCA2), positively loaded with high values of d‐ROMs and OXY 
plasma  levels. PCA analysis conducted on changes  in variables between day 17 and day 21  (fledglings) 




We  first  repeated  the  analysis  presented  in  Cornell  et  al.  (2017)  to  confirm  patterns  of  growth  and 
maturation  for  the subset of nestlings  for which we obtained  telomere data. Separated mixed models 
(using PCA1 and nest  ID as  random  factor) were mostly consistent with  the description of changes of 
somatic and physiological traits previously presented for starling chicks (Cornell et al., 2017; Cornell and 
Williams, 2017).  In short, there was a year and brood effect on PCA1, chicks born  in 2013 and  in a 2nd 
brood having  lower somatic and physiological maturation  (random factor Nest  ID: 0.931 ± 0.965; year, 
estimates  ‐0.610 ± 0.172,  t1,49.9 =  ‐3.541, P < 0.001; brood,  ‐1.415 ± 0.272,  t1,52.5 =  ‐5.199, P < 0.001). 



























associated with high PCA3,  i.e.  to  a higher  increase  in hematocrit  and hemoglobin  content,  and  to  a 
decrease  in  reticulocyte  count.  However,  this  relationship was mainly  driven  by  an  interaction with 




















At day 4  (before  the beginning of  the  feeding  / mother  stress experiments), all chicks were of  similar 
body mass. At  17 days of  age,  food provisioned nestlings did  not  show  any  significant  differences  in 
somatic  growth  or  physiological  patterns  (PCA  1)  compared  to  their  control  siblings  (Mixed model, 
estimates  ‐0.027  ±  0.279,  t1,31.8  =  ‐0.110,  P  =  0.913).  There was  no  significant  effect  of  supplemental 
feeding on telomere length or the oxidative status of nestlings at day 17 (Table 3A and B, respectively). In 




physiological variables before  leaving the nest  (PCA 3, Table 2C) or  in somatic growth changes  (PCA 4, 












Our paper focused on potential maturation costs,  in terms of   oxidative stress and telomere  length, of 
natural variation  in developmental trajectories of chicks prior to fledging over two years of contrasting 






fledging  (days  17‐21),  we  found  that  telomere  length  measured  at  day  17  significantly  predicted 
subsequent  physiological maturation:  2nd  brood  chicks  having  short  telomeres  at  day  17  had  larger 
increases in hemoglobin content and hematocrit and the lowest decrease in reticulocyte count. Keeping 
in mind  that  (i)  good quality  chicks  should  exhibit  a  slighter body mass  loss  and  greater wing  length 
growth  before  leaving  the  nest,  as  well  as  an  improved  aerobic  capacities  (larger  increase  in 
haemoglobin content, hematocrit and, consequently, a larger decrease in reticulocytes number), and (ii) 
that  our  supplemental  feeding  experiment  had  no  significant  effects  on  any measure  of  growth,  our 





Our  first objective was  to discriminate  the  relationships  that may  exist between  somatic  growth  and 





projected  on  PCA1  axis),  this  question  unfortunately  remains  open.  However,  several  putative 
interpretations  are  possible.  The  first  one  relies  on  the  fact  that  our  somatic  and  physiological 
maturation  axis was positively  loaded with body mass  and  tarsus  length: high  individual PCA1  values 
corresponded to structurally  large and heavy nestling chicks. Life‐history trade‐offs are most frequently 
based  on  the  idea  of  allocation  of  limited  resources  among  competitive  traits,  and  natural  growth 
trajectories are generally expected to be derived from such trade‐offs (Monaghan and Ozanne, 2018). In 






days,  suggesting  that  larger  chicks  that  grew  faster  had  lower  oxidative  stress.  Therefore,  in  our 
population,  it  may  be  that  optimal  growth  conditions  deriving  either  from  genetic,  parental  or 
environmental  effects may  allow  good  quality  nestlings  to  grow  better without  incurring  a  growth  – 
ageing trade‐off.  
  The second interpretation of our data for day 17 chicks relates more to the physiological proxies 
that were,  indeed,  the most  significant  in defining  the growth and maturation axis  (PCA1). High PCA1 
values  indicated higher hemoglobin content and hematocrit, and  lower reticulocyte count, all variables 
that characterized  individuals  in an advanced stage of physiological maturation. This  is corroborated by 
yearly differences in body mass, because we do know that chicks in 2013 were lighter than in 2015 (2013 
being a  ‘poor’  year,  (Cornell and Williams, 2017)). Thus, higher PCA1  values  in 2013 may underline a 
faster physiological maturation.  In  that case,  fast physiological maturation  (during  the  first 17 days of 




maturation  costs  when  growth  takes  place  in  a  sub‐optimal  environment.  The  oxidative  status  of 
nestlings was lower in 2013 compared to 2015 (good year), and independently of year effect, high levels 
of oxidative stress were associated with shorter telomeres. The year effect matches well with the idea of 
an  increased  energy  allocation  to  physiological  maturation  and  away  from  telomere  maintenance 
because of food shortage. However, the energy‐based trade‐off on which physiological maturation may 
be based remained elusive, and our result may also derive from non‐energy‐related costs, due to higher 





to be properly  tested  in our population. Our data also suggest  that putative costs of growth may vary 
among  the  sexes:  females with  higher  oxidative  stress  tended  to  have  shorter  telomeres while  the 
reverse was observed  in males.  Interestingly,  a  recent  study  conducted on  spotless  starlings  (Sturnus 
unicolor) showed that experimental manipulation of growth before day 14 affected telomere  length of 





Our  results  suggest  that  (i)  developmental  trajectories  (for  both  somatic  growth  and  physiological 
maturation) have evolved in such a way that they are maintained even when environmental conditions 














cost  of  somatic/physiological  maturation  at  day  17,  but  only  a  link  between  oxidative  stress  and 
telomere  length. However, our data  support  the  idea  that  there may be  a  strong  selection  for  rapid 

















prior  to  fledging  (day 21).  Fledging  somatic maturation  (PCA4) was  independent of    telomere  length, 
which may  be  due  to  the  fact  that  the  final  body mass  loss  and  continuing wing  growth    are  either 
uncoupled  from  trade‐offs with  other  traits  (and  then  from maturation  costs)  or  do  not  require  any 
substantial additional energy investment (Cornell et al., 2017). The second possibility is supported by our 
experimental  approach,  showing  that  food provisioning did not  significantly  alter patterns of  somatic 
growth  before  fledging.  Therefore,  it  may  not  energy  per  se  that  modulates  the  cost  of  somatic 
maturation  at  fledging,  but  rather  the  investment  of  energy  over  the  entire  growth  period  that  has 
consequences  for  final  somatic maturation.  The  fact  that  nestling  and  fledgling maturation  axes  are 
positively  related  (larger chicks are day 17  lost  less body mass before  fledging)  suggests  that  the way 
energy modulates  fledging maturation  is  related  to  the  intrinsic  control  of  how  somatic  growth  and 
maturation are traded off over the entire nestling period. 
  Telomere length at day 17 did predict the subsequent change in physiological variables, but this 
was dependent on brood number.  In 2nd broods, chicks with  short  telomeres had a  larger  increase  in 
hemoglobin  and  hematocrit,  and  a  larger  decrease  in  reticulocytes  count,  just  before  fledging.  First 
brood  chicks  generally benefit  from better  seasonal  food  availability,  supporting higher  growth  rates, 
and fledge at higher mass, both probably favouring higher survival prospects (Cornell et al., 2017; Naef‐
Daenzer et al., 2001). Those better environmental  conditions probably allow  them  to escape  fledging 
“emergency” maturation patterns. Accordingly, nestling maturation axis (PCA1) was negatively related to 
fledging maturation  axis  (PCA3).  This may  suggest  that physiological maturation  immediately prior  to 
fledgling is less critical if a maturation threshold was reached earlier in the nestling stage. Whether this 






al.,  2006),  our  results  support  the  hypothesis  that  chicks with  short  telomeres which  adopt  a  slow 
developmental  trajectory may have  to  catch‐up  to  fulfil  the maturation  requirements associated with  
fledging.  Such  a  catch‐up  response has been previously  shown  to  come  from both  an  energy  and/or 
time‐constrained window of optimal growth (Mangel and Munch, 2005; Metcalfe and Monaghan, 2001). 
Evolution of  faster‐than‐normal growth has attracted extended  interest  for  several years, and  several 
studies both correlative and experimental suggested that such catch‐up growth can be associated with  
oxidative  stress  and/or  shortened  telomeres  (Smith  et  al.,  2016;  Tarry‐Adkins  et  al.,  2009).  Our 
experimental data, by showing that physiological maturation at fledging (day 17‐21) does not respond to 
food provisioning, confirms  that physiological maturation has been under strong selection probably  to 




per se (which  in birds may take place both  in reticulocytes and  in mature nucleated red blood cells) on 
the other hand have the same impact on telomere maintenance. Perhaps, when conditions are optimal, 
sufficient energy  is available  to sustain both hemoglobin production and  telomere maintenance, while 
reticulocyte’s precursors division and reticulocyte maturation in erythrocytes is traded off with telomere 
shortening.  In  fact,  since  reduced  hemoglobin  levels  or  lower  hematocrit  are  associated  with 
reproductive  costs  in  adult  starlings  (Fowler  and  Williams,  2017),  it  is  understandable  that  those 
variables  may  also  mediate,  under  some  conditions,  the  cost  of  maturation.  Our  paper  provides 
correlative  evidence  that  physiological maturity may  be  traded‐off with  telomere  length  and  are  in 






have  delayed  impact  on  physiological  condition  at  adulthood  (i.e.  inflammation  status  (Nettle  et  al., 
2017)).  If telomere  length at fledging  is of key  importance  in defining the fitness prospects of fledging, 
we may expect  that canalization has also  taken place  for  telomere maintenance  (Vedder et al., 2017). 
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Principal  component analysis  conducted on  starling  chicks  (n = 98)  showing  the distribution over  two 













(a) Effect sizes and 95% confidence  intervals  (CI) of  the selected mixed model explaining physiological 
maturation  in fledging chicks, between the ages of 17‐21 days. Effects size with CI that do not overlap 
zero are significant (see Table 1C).   
(b)  Linear  relationships  between  starling  neslings’  telomere  length  measured  at  day  17  (Log10‐
transformed T/S ratio) and their physiological maturation underwent at fledging stage, between day 17 
and day 21 (PCA3). The relationship was depedent on the  interaction with brood number (filled circles, 












Table  1.  Summary  of Mixed  Models  testing  for  relationships  between  Log10‐transformed  telomere 
length (TS ratio), oxidative status of starling chicks and growth variables measured either: (A and B) at 
the nestling stage (17 days‐old); or (B and C) at the fledging stage (21 days‐old). Only non‐manipulated 
chicks  in 2013 and 2015 were considered. (A) telomere  length  in relation to physiological maturation / 




factors. Nest  identity  (ID) was used as a  random  factor  to  control  for  the  fact  that  some  chicks were 









0.141 ± 0.376       
Intercept  ‐898.50 ± 169.67  1, 58.7  ‐5.296  >0.001 
Year (2015 vs. 2013)  0.446 ± 0.084  1, 58.7   5.294  >0.001 
Brood (2nd vs. 1st)  0.113 ± 0.111   1, 51.9   1.023  0.311 
Brood size at day 17  ‐0.077 ± 0.048  1, 59.8  ‐1.611  0.113 
Sex (M vs. F)   0.058 ± 0.096  1, 52.3  0.611  0.544 
PCA 1  0.180 ± 0.044  1, 48.9  4.069  >0.001 
PCA 2  0.106 ± 0.060  1, 60.5  1.764  0.083 








0.530 ± 0.728       
Intercept  2101.15 ± 298.01  1, 44.2  7.051  <0.001 
Year (2015 vs. 2013)  ‐1.042 ± 0.148  1, 44.3  ‐7.043  <0.001 
Brood (2nd vs. 1st)  ‐0.387 ± 0.258  1, 62.9  ‐1.503  0.138 




Sex (M vs. F)  0.251 ± 0.202  1, 36.4  1.244  0.221 








0.701 ± 0.838       
Intercept  160.34 ± 451.23  1, 59.8  0.355  0.724 
Year (2015 vs. 2013)  ‐0.079 ± 0.224  1, 59.8  ‐0.354  0.724 
Brood  (2nd vs. 1st)  ‐0.513 ± 0.284  1, 54.6  ‐1.809  0.076 
Brood size at day 17  0.035 ± 0.110  1, 59.6  0.319  0.751 
Sex (M vs. F)  0.279 ± 0.212  1, 48.2  1.316  0.194 
Log10 (T/S ratio)  2.167 ± 0.720  1, 57.1  3.009  0.004 
PCA 1  ‐0.465 ± 0.112  1, 49.3  ‐4.170  <0.001 
PCA 2  0.065 ± 0.133  1, 59.8  0.488  0.627 








0.487 ± 0.698       
Intercept  ‐1353.05 ± 534.83  1, 61.0  ‐2.530  0.014 
Year (2015 vs. 2013)  0.671 ± 0.265  1, 61.0  2.526  0.014 
Brood  (2nd vs. 1st)  0.724 ± 0.303  1, 60.5  2.393  0.020 
Brood size at day 17  0.162 ± 0.131  1, 60.9  1.231  0.223 
Sex (M vs. F)  0.114 ± 0.229  1, 34.8  0.497  0.622 
Log10 (T/S ratio)  ‐0.185 ± 0.315  1, 55.9  ‐0.585  0.561 
PCA 1  0.364 ± 0.136  1, 61.0  2.678  0.010 
PCA 2  0.266 ± 0.156  1, 60.4  1.706  0.093 





Table  2.    Results  of Mixed Models  testing  for  the  effect  of  the  experimental  treatment  (additional 













0.045 ± 0.213       
Intercept  ‐0.013 ± 0.054  1, 55.0  ‐0.236  0.815 
Treatment  ‐0.075 ± 0.056  1, 55.0  ‐1.338  0.186 
PCA 1  0.060 ± 0.024  1, 55.0  2.530  0.014 








0.445 ± 0.667       
Intercept  ‐0.981 ± 0.221  1, 50.4  ‐4.440  <0.001 
Treatment  0.198 ± 0.181  1, 38.2  ‐1.094  0.281 
Brood (2nd vs. 1st)  ‐0.272 ± 0.255  1, 48.6  ‐1.069  0.290 
Sex (M vs. F)  0.255 ± 0.200  1, 52.5  1.277  0.207 








0.487 ± 0.698       
Intercept  0.506 ± 0.820  1, 51.3  0.618  0.593 
Brood  (2nd vs. 1st)  ‐0.686 ± 0.353  1, 51.7  ‐1.941  0.058 
Brood size at day 17  ‐0.060 ± 0.159  1, 49.2  ‐0.375  0.710 
Sex (M vs. F)  ‐0.232 ± 0.237  1, 42.8  ‐0.980  0.332 
Treament  0.015 ± 0.202  1, 39.5  0.073  0.943 
PCA 1  ‐0.652 ± 0.128  1, 50  ‐5.111  <0.001 











0.633 ± 0.796       
Intercept  0.130 ± 0.340  1, 53.0  0.383  0.703 
Sex (M vs. F)  0.455 ± 0.267  1, 46.8  1.731  0.090 
Treament  0.261 ± 0.226  1, 35.0  1.155  0.256 
PCA 1  0.191 ± 0.117  1, 53.3  1.631  0.109 
PCA 2  0.233 ± 0.181  1, 50.2  1.291  0.203 
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